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LipopeptJdes, leur obtention et leur application < 



(57) Les fipopeptides seJon rinventbn sont amphipatiques et 
sont constitute <furte chaTne hydrophobe comprenant de 8 a 
24 atomes de carbone environ et d'une chaTne pepticfique 
hydrophOe ou rendue hydrophOe. 

Applications notamment aux emulsions de milieux non mis- 
cibles et a fobtention de cristaux liquides (iotropes. 
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La pr'sente invention concern la synthese de lipopepti- 
des, et plus particulieremen t de lipopeptides amphipatiques, 
et I 1 application de ces composes comroe emulsif iant's ou 
corame cristaux liquides. 
5 L f invention a pour premier objet une nouvelle cla'sse de 

lipopeptides, qui sont des lipopeptides amphipatiques 
composes d'une chafne hydrophobe comprenant au moins 8 ato- 
mes de carbone environ,et de preference de .a au 24'atomes de 
carbone environ, et d'une chafne peptidique hydrophile ou 
10 rendue hydrophile. 

Les lipopeptides selon l f invention peuvent etre definis 
par la formula generalet 
CnPP 

dans laquelle Cn represente une chaine hydrophobe ayant 
15 au moins 8 atoraes de carbone environ, et de preference 8 a 

24 atomes de carbone environ, et PP represente un polypeptide 
obtenu a partir des acides amines naturels ou de leurs deri- 
ves, (de configuration 1 ou d, 1). En pratique le polypeptide 
PP est forme d*un ou plusieurs acides amines, selon le degre 
20 de polymerisation retenu,ce dernier pouvant etre de X ou 

plus* La nomenclature de certaines, parmi les plus courantes, 
des sequences peptidiques qu'il est possible d 1 utilizer 
est regroupee plus loin dans le tableau I. 

Par chaine hydrophobe on entend de preference, mais non 
25 exclusivement,une chaine hydrocarbonee aliphatique , eventuel- 
lement substitute, ayant un nombre d* atomes de oarbone tel 
qu'indique* 

On a obtenu ces composes selon une technique elle-meme 
nouvelle* 

30 L v Invention a done egalement pour objet un procede 

pour l'obtention de lipopeptides amphipatiques tels que 
definis ci-dessus , consistant f ondaraen taleme nt a: 

1) -realiser un couplage peptidique entre une amine 
grasse et un amino acide N-protege,pour obtenir 
35 un lipopqpfcide dont la chaine peptidique a un degre 

de polymerisation de 1, et, si l'on desire obtenir 
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B 

un d gre de polymerisation d 2 ou 3 pour la chatne 
peptidique , realiser un autre couplage peptidique d ' un 
amino acide N-protege sur le produit de degre de poly- 
merisation immediatement infer ieur,ou 

2a) effectuer la polymerisation du N-carboxy-anhydride de 
1* amino acide en I'initiant par une amine grasse,pour 
obtenir des lipopeptides dont les chatnes peptidiques 
ont des degres de 'polymerisation superleurs a 3, et 

2b) si on le desire ,fractionner en composition les lipopepti 
des de l'etape 2a) f et" 

3) excepte dans le cas ou la chatne peptidique du produit 
de l'etape 1) et/ou 2a) ou 2b) est direotement 
une chatne hydrophile ,debloquer la chalne laterale 
des chaines peptidiques hydrophobes pour la rendre 
hydrophile f 

Comme on le voit f la methode de synthese a employer 
depend de la longueur de la chalne peptidique desiree. 

Pour obtenir des lipopeptides a degre de polymerisation 
1, 2 ou 3, on procede par couplage peptidique entre l 1 amine 
grasse de formule CnNH^, ou Cn est tel que precedemnent defi- 
ni,et l 1 amino acide dont 1' atome d 1 azote amino est protege, 
par exemple par le groupement tert-butyl-oxycarbonyle (en 
abrege Boc); on debloque cet atome d 1 azote amino et on 
debloquc 1 1 atome d 1 azote amino apres chaque etape . 

Pour obtenir des lipopeptides dont le degre de polymeri- 
sation de la chatne peptidique est superieur a 3, on polymeri- 
se le N-carboxy-anhydride (en abrege NCA) de 1" amino acide en 
initiant la polymerisation par l 1 amine grasse CnNH 2 .0n 
realise ensuite,si on le desire, un fraotionnement en composi- 
tion (la sequence lipidique etant monodisperse) , par precipita 
tion selective des lipopeptides ,et on obtient une serie de 
lipopeptides qui different par leur composition en peptides. 

Les peptides roonomeres mis en oeuvre sont des produits 
commerciaux ou sont prepares de maniere connue. 

Le monomere utilise pour la partie peptidique des lipo- 
peptides selon I 1 invention n'est pas l f acide amine lui-mera , 
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mais son derive cyclique, le N-carboxy-anhydride d ' amlno-aclde 
(NCA),obtenu par action du phosgene sur 1* amino acide selon 
la reactions 



R 

R I • „ 

I C0C1, 
H 2 N-CH-C00H S £ CH-C 

0 



- 0 

On prepare les NCA dans le THF, en faisant reagir 
sur l 1 amino acide une solution de phosgene dans le THF. Cette 
methode est une variante de la methode de Fuller, Verlander 
et Goodman (Biopolyraers, 15, (l^sfoVdans laquelle le soJLvant 
du phosgene est le benzene. 

famine grasse CnNH^ est solt une amine eomaercialement 
disponible, soit obtenue a partir de 1" acide gras en C(n+1) par 
la reaction de degradation de Schmidt utillsant I'azide 
de sodium en milieu aoide fort (Indian 3. Techno!*, 5 9 262, 
(1967)). Le choix d'une chaine Cn ayant de 8 a 24 atomes 
d6 carbone environ n'est pas critique, mais tient uniquement a 
la plus grande disponibili te des produits correspohdants* 
Cette chaine hydrophobe Cn peut etre une chaine hydrocarbure 
quelconque ,raais elle peut aussi comporter des substituants ^ 
et/ou des hetero -atomes , pour autant qu'ils n* influent pas de- 
f avorablement sur le processus de synthese. 

On decrit ci-apres,en reference a la nomenclature expo- 
see au tableau I,successivement la preparation de lipopepti- 
des hydrophobes et leur transformation en llpopeptides anrphi- 
patiques,et la preparation directe de ^ipopeptldes -amphipati- 
ques. 

A-l Synthese de llpopeptides hydrophobes (CnEb.CnDb et CnK t) 

On dissout I'amine grasse (CnNHj^ans le chlorof orme , 
puis on ajoute le NCA d* acide amine approprie et on laisse 
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polymer iser a la temperature ambiante, s us agitation, 
pendant deux jours. On obtient ainsi les lipopeptides CnEb 
possedant une sequence peptidique de poly (glutamate de 
benzyle), CnDb possedant une sequence peptidique de 
poly (aspartate de benzyle) et CnKt possedant une sequence 
peptidique de polytrif luoroacetyllysine • 

A titre d' exemple , pour la synthese de lipopeptides. 
C17Kt f on utilise de I 1 heptadecylaraine obtenue a partir de 
I'acide stearique (voir Indian 3. Technol.Ji, 262(1967). 
Pour obtenir plus precisement du C17 Kt de degre de polyme- 
risation 10 (DP= 10) , oh ajoute a 2,55g( -0,01 mole) d'amine 
en C17 en solution dans 150 ml de chloroforroe ,27g 
(0,1 mole )de NCA de tr if luoroacetyllysine et on laisse poly- 
meriser a temperature ambiante sous agitation pendant plusieurs 
heures. Le chloroforme est ensuite evapore,le residu est 
repris dans le methanol et le polymere est precipite dans 
l'eau,puis est filtre,lave et seche. 

A-2) Transformation de lipopeptides hydropho bes en lipopepti- 
des amphipatlgues 
1 .Lipopeptides CnK 

Oh a prepare les lipopeptides CnK possedant une sequenc 
hydrophile de polylysine (K) a partir des lipopeptides CnKt 
par la taethode de Sela et al. (Biopolymers, l 9 517,(1963)). 
On traite les lipopeptides CnKt en solution dans le THF, 
d'abord par une solution de piperid.ine dans le methanol, 
puis par une solution de piperidine dans l f eau. 

A titre d 1 exemple illustrant une transformation de 
C17 Kt en C17K, 5g de C 17Kt SO nt dissous dans 150 ml d f une 
solution molaire de piperidine dans le methanol a temperatu- 
re ambiante. Apres 2 heures, on ajoute 100 ml d»une solution 
molaire de piperidine et on laisse 48 heures a temperature 
ambiante. On eliraine le methanol a I 1 evaporateur et on 
passe la solution sur une colonne de resine echangeuse 
d' anions (Duolite A 102 D, forme 0H")pour eliminer les 
anions trif luoroacetate et on lyophilise pour recuperer le 
C17K. 
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2, Lip peptides CnE et CnD 

On obtient les lipopeptides CnE possedant une sequence 
hydrophile decide poly-glutamique (E) et CnD possedant 
une sequence hydrophile d 'aoide poly-aspartique (D) a partir 
5 des lipopeptides CnEb et CnOb en traitant oes lipopeptides 
par HC1 et HBr a temperature ambiante (0. Am. Chem. 
Soc, 80 , 4631, (1958)), 
♦ 3 .Lipopeptides CnEp 
On prepare les lipopeptides CCnEp possedant une 
10 sequence hydrophile de poly-hydroxypropylglutamine (Ep) en 
traitant les lipopeptides CnEb par 1" arainopropanol a 60°C 
en solution dans le dioxane (Biopolymers, 2' 625,(1965)). 
fr. Lipopeptides CnEe 

On prepare les lipopeptides CnEe possedant une sequence 
15 hydrophile de poly-hydroxyethylglut^raine (Ee) en traitant 
les lipopeptides CnEb par 1* ethanolamine a 60°C 
en solution dans le dioxane (Biopolymers, 9, 717,(1970). 
B-Synthese de lipopeptides amphlpatique s 

On dissout I'araine grasse CnNH^ dans le ohlorof orme , 
20 puis on ajoute le NCA decide amine et on laisse polymeriser, 
a temperature ambiante, sous agitation, .pendant deux jours. On 
obtient ainsi les lipopeptides CnSar possedant une sequence 
peptidlque de polysarcosine. 

Pour illustrer plus concretement le procede de synthese 
25 de lipopeptides selon 1 1 invention, on decrit ci-apres la 

synthese des lipopeptides amphlpatiques C17Sar formes d'une 
chaine aliphatique contenant 17 atomes de carbone (C17) et d'une 
chaine de polysarcosine (Sar). 

1. Synthese de lipopeptides de degre de polymerisation supe « 
30 rieur a 3. ~ 

L f heptodecylamine C 17NH 2 obtehue a partir de l'acide 
stearique (voir Indian 3. Technol., 5, 262,(1967)) est 
d^bord disspute dans le chlorof orme, puis on y ajoute la 
quantite de NCA de sarcosine calculee pour obtenir le 
35 degre de polymerisation choisl. Par exemple,sl on veut 

obtenir du C17Sar de degre de polymerisation 10 (DPilO), 
a 2,55g(0,01 molejd 1 amine en Cl? f en solution dans 100 ml de 
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chloroforme, on ajoute ll*5g de NCA de sarcosine (0,1 mole) 
et on laisse polymeriser a temperature ambiante , sous agita- 
tion pendant 48 heures. 

On fractionne les lipopeptides Cl7Sar par precipita- 
tion fractionnee en utilisant le melange solvant/precipitant 
DMF/acetone . 

2. Synthese de lipopeptides de deqres de polymerisation 
1, 2 et 3. 

Pour obtenir des lipopeptides de degres de polymerisa- 
tion 1, 2 et 3, on procede par couplage peptidique entre 
1' amine grasse et 1' amino acide N protege par le groupement 
tert-butyl-oxycarbonyle(Boc) . 

Les Boc-amino acides sont prepares a partir de l 1 amino 
acide et du dl-tert-butyl-dicarbonate par la methode de 
Morsder et al (Hoppe-Seyler 1 s Z. Physiol. Chem.j^ll 
1651,(1976).) - 

a) Synthese de Cl7Sar 

o( )C17BocSarton obtient le produit Cl7.BocSar 
en oouplant I 1 heptadeeylamine au BocSar par 1» intermediate 
du dicyclohexylcarbodiiraide (DCCI). On melange a froid 
(a 0 p C),dans 100 ml de chloroforme, 3,78 g ( 0,02 mole) 
de BocSar et 2,06 g(0,01 mole) de DCCI. II se forme un preci- 
pite abondant de dicyolohexyluree (DCU). On laisse 30 minutes 
a 0°C sous agitation et on ajoute 2,55 g (0,01 mole) d'heptaf- 
decylaraine. On laisse la reaction se poursuivre pendant 
20 heures. On filtre,on lave le precipite,on recupere le 
filtrat,on evapore le chloroforme , on reprend le residu 
dans 50 ml de THF,on refroidit a 0°C,on f litre pour 
eliminer le maximum de dicyclohexyluree ,et on lave le preci- 
pite avec un minimum de THF froid. 

£)C17Sar, HC1; au filtrat,on ajoute 20 ml d'HCl 
en solution 5 N dans du THF et on laisse sous agitation 
pendant ZW heures a temperature ambiante. II se forme un 
preclpite abondant de C17Sar ,HCl,qu« on f litre et lave au THF. 

^)C17Sar$on reprend le precipite dans 100 ml de THF 
et on chauffe a 50°C,puis on ajoute 2 ml de triethylamine 
et on laisse reposer pendant 2 heures. On refroidit a 0°C, 
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on f litre le precipite de ohlorhydrate de triethylarain f 
on evapore le THF et on recristallise le C 17 Sar dans 
1' acetone. 

On obtient 2,lg de C17Sar (rehdement 65%) 

b) Synthese de C17Sar2 

Pour obtenlr du C17Sar2,on opere de la meme mahiere 
mais on part de Cl7Sac et de BocSar. 

c) Synthese de C17Sar3 

Pour obtenlr du Cl7Sar3,on opere de la meme raanlere, 
mais on part de Cl7Sar2 et de BocSar. 

La structure des lipopeptides selon I 1 invention a ete 
etudiee par la technique de diffraction des rayons X. 

On a ainsi pu etablir que les lipopeptides araphipati- 
ques presentent des mesophases a structure periodique en 
solution aqueuse pour des concentrations en eau inferieures 
a 60% environ et que la structure periodique peut etre 
conservee a l f etat sec par evaporation lente de I'eau de la 
mesophase. Les lipopeptides amphipatiques selon l 1 invention 
constituent ainsi une nouvelle classe de cristaux liquides 
liotropes et lis peuvent avoir les memes applications^ que 
ces cristaux- liquides* 

La structure des lipopeptides amphipatiques est mainte 
nant decrite plus en details en ref erenoe a I'exemple. des 
lipopetides Cl7Sar constitues d»une chaine aliphatique pos- 
sedant 17 atomes de carbone et d f une chaine de polysarcosi- 
ne,dont on a fait varier le degre de polymerisation de 1 
a 60. ' . 

Les lipopeptides C17Sar presentent un double polyraor- 
phisraes en fonction de la longueur de la chaine polypeptl- 
dique d'une part et en fonction de la teneur en eau d 1 autre 
part. Les lipopeptides adoptent , sulvant leur composition, 
trols types de structures slamellaires pour les degres de 
polymerisation (DP)inf erieurs a 9,hexagonale pour les DP 
compris entre 10 et 35* environ et cublque centree pour les 
superieurs a environ 35.De plus, les lipopeptides peuvent 
presenter un polymorphisme en fonction de la teneur en eau 
de leurs mesophas s. L 1 addition d f eau modifie le rapport en 
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tre les volumes d&s phases hydrophile et hydrophobe et peut 
faire passer la structure de lamellaire a hexagonale (pour 
les DP corapris entre 5 et 9 environ) ou d"hexagonale a cu- 
bique (pour les DP compris entre 17 et 35 environ). 

L» invention a done egalement pour objet 1" applica- 
tion des lipopeptides amphipatiques a la constitution de 
cristaux liquides liotropes. 

Les mesophases de lipopeptides amphipatiques peuv nt 
en outre incorporer de norabreux composants, tant hydrophlles 
qu' hydrophobes, tels que s alcools, acides, paraf fines, hui- 
le de carnation, stearate d^ethyle, palmitate d 1 isopropyle, 
etc., et donner ainsi par exemple des laits ou des creraes, 
dont on peut faire yarier facilement la viscosite en jouant 
sur la structure des mesophases, elle-merae deterrainee par la 
longueur respective des sequences hydrophobes et peptidi- 
ques des lipopeptides. 

On a egalement teste les proprietes emulsif iantes 
des lipopeptides amphipatiques vis-a-vis de nombreux couples 
de liquides non miscibles tels que eau/hydrocarbures et eau/ 
produits de base de 1» Industrie des cosraetiques ♦ On a etu- 
die le type et la stabilite des emulsions obtenues par la 
methode des colorants selectifs, la methode des dilutions, 
la conductivity electrique, la cryofracture et la microsco- 
pie electronique. 

Pour obtenir des emulsions, on ajoute aux deux liqui- 
des non misciblesenvironl* en poids de lipopeptide araphipati 
que (C 17 Sar,DP=l,par exemple), on agite avec un agitateur magne- 
tique et 1' emulsion se forme facilement. On a a,insi prepar' 
des emulsions de differentes compositions avec les syste- 
mes eau/octane, eau/huile de carnation, eau/stearate d'ethy- 
le et eau/palimitate d • isopropyle. Les emulsions obtenues 
sont tres stables (plusieurs mois) et resistent a des ele- 
vations de temperature jusqu'a 60°C environ. 

L'invention a done en outre pour objet 1 1 application 
des lipopeptides amphipatiques comme emulsif i ants et les 
emulsions comprenant des lipopeptides amphipatiques a titre 
d» agent emulsif iant, en pratique de 1'ordre de 1% en 

poids. ou plus. 



9 



2533209 



On peut faire varier a v lonte la solubilite et l»affi- 
nite pour differents solvants des lipopeptides en Jouant 
sur la longueur de la chaine aliphatlque et sur la nature 
de la chaine peptldique* On peut aussi modifier facllement la 

5 balance hydrophile -hydrophobe de tels lipopeptides en jouant 
sur la longueur de la chaine aliphatlque et sur le degre 
de polymerisation de la chatne peptidique. 

Les lipopeptides amphipatiques selon l v invention don- 
nent facllement des emulsions tres stables pour des teneurs 

1Q en lipopeptides tres faibles (environ 1% en poids) contre 

15-16% avec les agents de surface classiques. De plus lis ont 
l'avantage d'etre realises aveo des composants naturels 
(lipides et peptides). Ces lipopeptides amphipatiques 
peuvent trouver une application comme agents emuisif iants de 

15 milieux non miscibles dans des domaines tres divers, par exemple 
dans 1' Industrie cosmetique '(cremes hydratantes, cremes 
antirides, vernis, dissolvants de vernis , etc >dans 
1* Industrie alimentaire (moutardes, mayonnaises, etc* . . )et 
dans 1* Industrie petroliere (addltif s pour huiles, recuperation 

20 assistee de petrole) ,entre autres. 
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T ABLEAU I 

Nomenclature des sequences peptldiques 



Designation Norn du* polypeptide 



Fonnule de la chalne 
laterale 



Eb Poly(glutamate de benzyle) 

Ep Poly ( hydroxypropy Iglut a- 

mine) 

Ee Poly (hydroxy ethylgluta- 

roine) 

E Poly(acide glutamique) 

Ob Poly (aspartate de benzyle) 

D Poly(acide aspartique) 

Kt Poly(trifluoroacetyllysine) 

K Polylysine 

S Polyserine 

T Polythreonine 

Sar Polysarcosine (+) 



- (CH 2 ) ^OO-CHj-CgHg 
.(CH 2 ) 2 -C0-NH-(CH 2 ) 3 0H 

- (CH 2 ) 2 -C0-NH- ( CH 2 ) 2 0H 

-(CH 2 ) 2 -C00H 
-CH 2 -C00-CH 2 -C 6 H 5 
-CH 2 -C00H 
-(CH 2 ) 4 -NH-C0-CF 3 

-< CH 2 > ^ NH 2 
-Cf^-OH 

-CH-0H 

I 



(+) Polysarcosine t (-N-CH 2 -C0-) n 

CH 3 
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R£ VEND I CAT IONS 
1. Lipopeptides , caracterises en ce qu'ils sont amphi- 
patiques et sont constitu£s d'une chalne hydrophobe comprenant 
de 8 a 24 atomes de carbone environ et d'une chalne peptidique 
hydrophile ou rendue hydrophile« 
5 2. Lipopeptides selon la revendication 1, caracterises 

en ce qu'ils repondent a la formule g^n^rale 

CnPP 

dans laquelle Cn represents une chalne hydrophobe ayant de 8 
h 24 atomes de carbone environ, et PP represents un polypep- 
10 tide obtenu a partir des acides amines naturels ou de leurs 
derives. 

3. Precede pour l f obtention de lipopeptides selon l'une 
des revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il consiste 
f ondamentalement a 
15 .1) - realiser un couplage peptidique entre une amine 

grasse et un amino acide N-protege, pour obtenir un lipo- 
peptide dont la chaine peptidique a un degre de polymeri- 
sation de 1 et 9 si I'on desire obtenir un degre de polyme- 
risation de 2 ou 3 pour la chaine peptidique, realiser 
20 un autre couplage peptidique d'un amino acide N-protege 

sur le produit de degre de polymerisation immediatement in- 
ferieur,ou 

2a) - effectuer la polymerisation du N-carboxy-anhydri- 
de de l 1 amino acide en l'initiant par une amine grasse, 
25 pour obtenir des lipopeptides dont les chaines peptidiques 

ont des degree de polymerisation superieurs k 3, et 

2b) - si on le desire, fractionner en composition les 
lipopeptides de l'etape 2a), et 

3) - excepte dans le cas oCi la chalne peptidique du 
30 produit de l'etape 1) et/ou 2a) ou 2b) est directement une 

chaine hydrophile, debloquer la chaine laterale des chaines 
peptidiques hydrophobes pour la rendre hy'drbphile. 

4o Procede selon la revendication 3 pour l'obtention 
de lipopeptides ayant un degre de polymerisation de 1, 2 ou 3, 
35 caracterise en ce qu'on effectue un couplage peptidique entre 
une amine grasse de formule CnNH 2 od Cn est tel que precedem- 
ment defini, et l'amino acide dont l'atome d'azote amino est \ 
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protege, par exemple par le groupement tert-butyl-oxycarbony le , 
obtenant ainsi un lipopeptide ayant un degre de polymerisation 
de 1, et pour obtenir des lipopeptides ayant un degr6 de poly- 
merisation de 2 ou 3 pour la chaine peptidique on realise un 
autre couplage peptidique d 1 un amino acide N-protege sur le 
produit de degre de polymerisation immediatement inferieur. 

5 # Precede selon la revendication 3 pour l'obtenti n 
de lipopeptides dont le degr6 de polymerisation de la chain 
peptidique est sup£rieur h 3, caracterise en ce qu 1 on poly- 
merise le N-carboxy-anhydride de 1' amino acide en initiant la 
polymerisation par una amine grasse CnNH 2 o£i Cn est tel que 
precedemment defini, et on realise ensuite , si on le desir , 
un f ractionnement en composition par precipitation selective 
des lipopeptides, obtenant ainsi une serie de lipopeptides 
qui different par leur composition en peptides. 

6. Application des lipopeptides selon l'une des reven- 
dicationsl ou 2 a l'obtention de cristaux liquides liotropes. 

7. Cristaux liquides, caracterises en ce qu'ils com- 
prennent au moins un lipopeptide selon l'une des revendications 
1 ou 2. 

8. Application des lipopeptides selon l'une des reven- 
dications 1 ou 2 comme emulsif iants. 

9. Emulsions de milieux non miscibles, caracterisees 
en ce qu'elles comprennent, de preference a raison d'environ 
155 en poids, au moins un lipopeptide selon l'une des revendi- 
cations 1 ou 2, 



